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Introduccién.

La soya [Glycine max (L.), Merrill], es la oleaginosa de mayor importancia a nivel mundial, tanto por los
volumenes comercializados de semillas como por los subproductos que se obtienen. Desde el punto de
vista agricola, la soya juega un papel muy importante no s6lo como materia prima para la elaboracién de
alimentos balanceados, sino también, como cultivo de asociacion y rotaciéon con otros cultivos de interés
econodmico para el hombre, esenciales en los sistemas productivos sostenibles (1). Ademas, ésta
oleaginosa, se considera un cultivo mejorador del suelo, ya que garantiza la conservacion de su
potencial productivo por su capacidad de fijar el nitrégeno, en simbiosis con rizobios, y proporciona este
elemento al desarrollo de otros cultivos (2). Como leguminosa, es capaz de fijar biolégicamente el
nitrégeno atmosférico y por lo tanto, depende de mucho menos fertilizantes nitrogenados minerales que
la mayoria de los cultivos.

El Azofer-S, es un inoculante elaborado a base de rizobios del género Bradyrhizobium para la
inoculacion de semillas de soya, y tiene la particularidad, a diferencia de otros inoculantes de su tipo, que
contiene altas concentraciones de factores de nodulacion (oligémeros de lipoquitinas), determinantes en
el éxito de esta simbiosis. Este producto es obtenido y comercializado por el INCA y esta autorizado su
uso en Cuba por encontrarse registrado desde el 2013.

Las quitosanas son un grupo de heteropolisacaridos que comprenden copolimeros formados por
residuos de D-glucosamina y N-acetil glucosamina, unidos por enlaces B 1-4. Son el principal derivado
del polimero natural conocido como quitina. La heterogeneidad de las quitosanas depende de sus
caracteristicas fisico-quimicas (3), siendo el grado de acetilaciéon y la masa molar de la quitosana, las
propiedades que mas influyen en el comportamiento biolégico de estos compuestos en la activacion del
crecimiento, la actividad antimicrobiana y la induccion de resistencia ante diversos patégenos (4, 5).
Trabajos previos demostraron que quitosanas de diferente masa molar, adicionadas al medio vegetal,
benefician la nodulacién y el crecimiento in vitro de plantas de soya (6), pero no se conoce si otras
formas de aplicacion de los quitosacaridos afectan la respuesta simbidtica de esta interaccion y el
crecimiento de las plantas en condiciones de experimentacién in vivo. Por tanto, en este trabajo fue
evaluado el efecto de un polimero de quitosana y el Azofer-S adicionados a la semilla, previo a la
siembra, en la nodulacion y el crecimiento de soya en dos momentos del crecimiento de las plantas, en
camara de crecimiento.

Materiales y Métodos.

A semillas de soya (80 semillas por tratamiento), se les adicion6 0.16 mL de una mezcla previamente
elaborada con Azofer-S (4x101°UFC.mL'1) y una solucioén acidulada de un polimero de quitosana (MM=
100 kDa y GA= 13,7 %) antes de efectuar la siembra en potes (1kg) con suelo ferralitico rojo compactado
éutrico (1.83% de materia organica, 6.83 Cmol.kg'1 de calcio, 0.83 Cmol.kg 1% de magnesio, 76.3 ppm
de fosforo y pH= 6.8). Las mezclas se conformaron con Azofer-S (3,3 mL) y las distintas concentraciones
del polimero (0, 10, 50, 100, 500, 1000 y 2000 mg.L™), ajustadas con agua estéril a 10 mL de volumen
final. Se emplearon 16 potes con 5 semillas para cada tratamiento hasta efectuarse el raleo a los 7 dias
de efectuada la siembra (dds), dejandose dos plantas por pote. Las plantas se cultivaron en camara de
crecimiento a temperatura de 25 °C, humedad relativa de 40% y 12/16 de luz/oscuridad. Se emplearon
como controles, plantas no inoculadas (C1) y plantas inoculadas con el inoculante Azofer-S (C2) sin la
aplicacion del polimero.
Siguiendo un Disefio Completamente Aleatorizado a los 18 y 35 dds, se seleccionaron, por cada
tratamiento, siete potes para la determinacién de:
» Indicadores de nodulacion (numero y masa de nédulos totales, porcentaje de efectividad de los
nédulos).
» indicadores de crecimiento (altura, nimero de hojas trifoliadas, longitud radical, masa seca aérea y
radical).



> Indicadores fisioldgicos en hojas con el uso de medidores portatiles. Area foliar (AM 300, UK),
contenido de clorofilas (Konica Minolta SPAD- 502 Plus, Japon), color (Minolta Chroma CR- 400,
Japon).

> Indicadores bioquimicos en hojas o nédulos, a partir de sus masas secas (75°C), a los 35 dias de la
siembra. Contenido de nitrégeno (método modificado de Kjeldah) y fésforo (método colorimétrico). Se
estimé el porcentaje de proteinas, multiplicando el contenido de nitrégeno por 6.25.

Los datos obtenidos fueron sometidos después de la verificacion de las premisas del ANOVA, a un

analisis de varianza de Clasificacion Simple. Las medias resultantes se compararon con la Prueba de

Rangos Multiples de Tukey HSD para p< 0.05 en el programa Statgraphics Plus, version 5 (Statistical

Graphics Corporation, 2001).

Resultados y Discusion.

En este trabajo se evalud el efecto de diferentes concentraciones de un polimero de quitosana en la
nodulacién, el crecimiento, la fisiologia y el metabolismo de plantas de soya inoculadas con Azofer-S, en
condiciones de camara de crecimiento. Tanto en la nodulacién como en el crecimiento del cultivo, fue
observado un efecto benéfico de la aplicacién del polimero en combinacién con el inoculante, en la
mayoria de las variables analizadas, a los 18 y 35 dias de efectuada la siembra.

Los resultados experimentales demuestran que la aplicacion del polimero, en las distintas
concentraciones ensayadas (de 0 a 2000 mg.L'1), a semillas de soya con el Azofer-S, influyé en la
simbiosis de la soya con su simbionte en dependencia de la concentraciéon y del momento de evaluacion
de la soya (Tabla 1). Las plantas procedentes de semillas tratadas con el polimero tuvieron mayor
respuesta en el numero de los nddulos, el crecimiento, el area foliar y el contenido de clorofila, con
valores superiores y diferentes de las semillas no tratadas con la quitosana (Tabla 2).

Tabla 1. Efecto de la adicién a semillas, del inoculante Azofer-S y el polimero de quitosana, en el nUmero
y la masa seca de los nddulos totales a los 18 y 35 dias de sembrada la soya (dds), ademas del
contenido de macronutrientes en nodulos a los 35 dds. Letras iguales no difieren estadisticamente para
p=<0.05, segun la Prueba de Rangos Muiltiples de Tukey HSD.

Tratamientos 18 dias 35 dias
No. MS néd. (9) No. MS nod. Macronutrientes (%)
nédulos nédulos (9)
N P

C1 0.50d 0.001b 279b 0.011¢c 5.33 0.42

C2 11.17 abc 0.010a 2721a 0.086 a 5.3 0.36

10 10.83 abc 0.008 a 28.50 a 0.09 ab 5.31 0.36

50 7.25c 0.008 a 2114 a 0.081 bc 5.4 0.38

100 11.08 abc 0.008 a 21.36 a 0.098 ab 5.04 0.31

500 8.58 bc 0.009 a 2221 a 0.097 ab 5.24 0.34

1000 14.08 a 0.010 a 23.64 a 0.094 ab 5.02 0.35

2000 12.33 ab 0.011a 2314 a 0.096 ab 5.19 0.32
ES (x) 0.97 0.001 1.77 0.004 0.09 (ns) | 0.02 (ns)

Tabla 2. Efectos de concentraciones de un polimero de quitosana en el crecimiento de plantas de soya
inoculada con Azofer-S, a los 35 dias de efectuada la siembra en condiciones controladas.

Tratamientos No. Altura L. MS MS radical A. foliar Clorofilas | N foliar | Proteinas
hojas (cm) radical area (9) (cm?) (Spad) (%) (%)
(cm) ()]




C1 33b 292c 325b 0.76 b 0.3 97.3d 19.3¢c 2.09b 13.09b
Cc2 443 a 326¢ 323 b 0.96 a 0.31 176.4 c 26.0b 3.21a 20.09 a
Q-10 4.79a 379b 325b 1.13a 0.34 187.5 bc 26.4 ab 3.11a 19.43 a
Q- 50 429a 384D 33.9ab 1.03 a 0.35 1709 ¢ 27.8 ab 3.29a 20.56 a
Q- 100 464a | 414ab 354 ab 1.09a 0.34 2151 ab 27.8 ab 3.64a 22.78 a
Q- 500 4.64 a 42.5a 36.5a 112 a 0.35 230.5a 28.5a 3.55a 2215 a
Q- 1000 4.57 a 38.5b 35.4 ab 1.07 a 0.33 176.4 c 284 a 3.53 a 22.09a
Q- 2000 443a | 414 ab 33.7 ab 1.06 a 0.37 184.2 bc 27.8 ab 3.68 a 23.00a
ES X 0.13 0.9 0.91 0.04 n.s (0.03) 7.5 0.52 0.12 0.73

Las concentraciones del polimero que mas se destacaron en el nimero de nédulos, fueron las mas altas
(1000 y 2000 mg.L'1) a los 18 dds, sin embargo, en la masa seca de los mismos, la quitosana no tuvo
efecto alguno al no modificar la respuesta encontrada con la adicion del inoculante Azofer-S (Tabla 1).
También, la aplicacion del polimero ademas de inducir la fijacion biolégica del nitrégeno, evidenciada por
el porcentaje de efectividad en los nédulos, también acumulé porcentajes medios y altos de nitrégeno en
hojas y nédulos, respectivamente.

Es importante resaltar, que los ndédulos se localizaron fundamentalmente, en la corona y en la raiz
principal de la soya, en todos los tratamientos. Por otra parte, los nddulos encontrados en algunas
plantas provenientes del control no inoculado con Azofer-S, fueron muy escasos, ya que se produjeron
como resultado de la infeccién de su simbionte nativo en el suelo.

En el proceso de crecimiento, a los 35 dds , la concentracion 500 mg.L'1 del polimero, indujo los mayores
valores de altura, longitud radical, contenido de clorofilas y superficie foliar en las plantas, respecto al
control inoculado (C2), con incrementos de 23.3, 11.5, 8.8 y 23.5 %, respectivamente. A esta
concentracion, le precedio 100 mg.L”" del polimero en estas variables (Tabla 2). Similares resultados
fueron reportados por Mondal et al., 2011 (7), con la aspersion foliar de espinaca india de una quitosana
polimérica al incrementar tanto los caracteres morfoldgicos, fisiolégicos como el rendimiento de las
plantas.

Otro aspecto a destacar es que el polimero de quitosana, aceleré la aparicion y el numero de flores de
las plantas con las concentraciones de 500 y 1000 mg.L™ a los 35 dds de soya (datos no mostrados).
Limpanavech et al., 2003 (8), con la aplicacién de un polimero de quitosana, indujo la floracién temprana
de orquideas, lo que sugiere que este compuesto adelanta el crecimiento de las plantas en dependencia
de la concentracion.

Varios autores han demostrado que la quitosana promueve la germinacion, el crecimiento de la parte
aérea y radical de las plantas (9), adelanta el periodo de floracion y fructificacion (10), e incrementa el
tamafio y el peso de los frutos, asi como también el numero de flores (4, 11). De acuerdo a los estudios
realizados por algunos de estos autores, la respuesta en las diferentes variables depende de las
concentraciones empleadas, entre otros factores (12).

En cuanto al contenido de macronutrientes en hojas, sélo se observaron diferencias en el contenido de
nitrégeno foliar, mostrando valores diferentes y superiores con los tratamientos inoculados con Azofer-S
en relacion al control absoluto, que muestra el valor menor, por lo que se evidencia un menor aporte de
este nutriente a la planta.

Segun el diagrama de cromaticidad CIELAB, predomind en las hojas de las plantas el color verde-
amarillo a los 18 dias, que se torné rojizo a los 35 dias. La concentracién de 500 mg.L'1 indujo mayor
luminosidad (amarilla) y cromaticidad de color verde (a) y amarilla (b), con valores superiores y diferentes
del control absoluto, a los 15 dds. Sin embargo, a los 35 dias, todas las concentraciones del polimero
manifestaron menor luminosidad, siendo de tonalidad rosada, mayor color rojizo (a) y color azul (b) que
C1 (datos no mostrados).

Resultados informados en otras leguminosas, con el empleo de diferentes concentraciones de quitosana
afiadidas al suelo, favorecieron el crecimiento y los rendimientos de plantas de frijol, ademas de elevar
los contenidos de clorofilas, mejorar el retofo, la longitud de la raiz, los pesos frescos y secos de retofos
y raices y el area de las hojas (13).




Tomando en cuenta lo que se dijo anteriormente, es posible incrementar la efectividad de la nodulacion y
el desarrollo de la soya mediante la aplicacién de formas poliméricas de quitosana, asumiendo que son
compuestos activos, con potencialidades bioldgicas, y que se obtienen a partir de desechos de la
industria pesquera con un bajo costo. Utilizando concentraciones y dosis adecuadas de estos
compuestos, pudieran evaluarse como aditivos de biofertilizantes por no ejercer una accion bactericida al
aplicarse combinado con el indculo en el momento de la siembra del cultivo.

A pesar de la actividad antimicrobiana que ejerce la quitosana sobre diversos fitopatégenos (14, 5), las
concentraciones del polimero evaluado, no afectaron la viabilidad del simbionte, sino, ejercieron un
efecto positivo en la nodulacion de la soya cuando fue aplicado a semillas. Este efecto positivo en el
crecimiento, el metabolismo y la simbiosis obtenido puede deberse a una accidn sinérgica o aditiva de la
quitosana con el inoculante de Azofert-S. Una accidn aditiva se justifica por las potencialidades de estos
polimeros para afectar positivamente diferentes procesos en las plantas. Es sabido que los derivados de
quitosana favorecen el crecimiento, la floracién y fructificacién de diversos cultivos (15, 16), por lo que
como resultado de efectos que favorecen los procesos mencionados, podria beneficiarse la simbiosis
Bradyrhizobium-soya. Aparentemente, este efecto en el crecimiento y desarrollo podria ocurrir por una
accion antitranspirante (17), elicitora (18), mejoradora de la actividad fotosintética (19) y/o por absorcion
de la quitosana a través de las raices y su posterior uso por la planta (17).

La explicacion del efecto benéfico en la simbiosis podria estar relacionada, también, con la similitud
estructural entre los derivados de quitina y los factores de nodulaciéon (Nod). La estructura de los factores
Nod producidos por los diferentes rizobios, contiene basicamente un esqueleto compuesto por
oligosacaridos de quitina. Estas moléculas son las responsables de iniciar el proceso de formacién del
nodulo en las raices de las leguminosas (20). Esta estructura basica existe en todos los factores Nod
conocidos, difiiendo en el niumero de unidades de N-acetil-glucosamina que la constituyen y los
sustituyentes unidos a este esqueleto de quitina.

Por otra parte, se ha comprobado que la aplicacion de factores de nodulacién promueve la germinacién y
el crecimiento temprano de diversos cultivos (21), ademas de elevar las tasas fotosintéticas en diferentes
cultivos e incrementar la acumulacion de algunos compuestos del metabolismo secundario (18),
probablemente por accién reguladora del crecimiento o elicitora del esqueleto de oligoquitinas.

Los efectos antes mencionados, también han sido encontrados en soya con diferentes formas de
aplicaciéon y compuestos de quitosanas en el contenido de isoflavonas (daidzeina, genisteina y
gliceteina), los niveles transcripcionales de genes y enzimas claves en la via de los fenilpropanoides (18,
22). Las isoflavonas constituyen importantes moléculas atrayentes de los rizobios e inductoras de los
genes Nod en dichas bacterias (23).

Todo lo anterior justificaria el efecto positivo encontrado con el polimero que podrian incrementar la
percepcion de la sefial simbidtica y desencadenar la nodulacion por la planta en presencia del indculo de
Azofer-S. Adicionalmente, estos fragmentos pueden inducir la produccién de concentraciones mayores
de flavonoides en las raices de la planta, que al excretarse al sustrato activarian los genes Nod en la
bacteria, lo que se traduciria en la sintesis de una cantidad mayor de los morfégenos y finalmente en una
nodulacién mejor.

Los resultados antes mencionados en la discusion constituyen elementos a tomar en cuenta para
conformar el modo de accion de las quitosanas, que no ha sido esclarecido, en el crecimiento y
desarrollo de los cultivos, propiciando beneficios en los mismos y en la interaccion simbiotica de las
leguminosas con sus simbiontes.
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